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リボヌクレアーゼT 1 ( R N ase T 1 )は Aspergillus oryzaeによって産生されるアミノ酸残基数104 ，
分子量11085の高度にグアニン特異的な RNaseで、ある。このため R NaseT 1 は核酸分解酵素の核酸塩
基認識機構を明らかにするために従来より種々の手法を用いて幅広く研究が行われている酵素の一つで、
ある。その結果から His40 ， His92 , Glu58および、Arg77が酵素の活d性発現に関与していると推定されて
いる。
本研究では l H ， 15N ならびに31 p NMRを用いて RNaseT 1 の塩基認識機構を明らかにすることを試
みた。まずRNaseT 1 に光 C 1 D N P (hoto Chemically Induced Dynamic Nuclear polarization) 
を適用した。光CIDNP は蛋白質分子中に His ， Tyr , Trp の三残基を選択的に検出できるばかりでな
く，これら三残基の蛋白質分子表面における露出度をも定性的に評価できる手法である。その結果芳香
族領域に明瞭な 4 本の CIDNP シグナルが観測され，うち 1 本は特に強度ïJ~強かった。パターンから
これらのシグナルはTyr に由来し，分子中の 9 個の Tyr中 4 個は表面に露出しそのうち 1 個は高い運動





ず同一であることが明らかになった。 d(GpA) のようなヘテロジヌクレオシドの場合グアニンが V側に
あっても Y側にあってもグアニンが結合したが d(GpG) のようなホモジヌクレオシドの場合は 5 I 側
-70 
のグアニンが結合した。 Tyr45は活性中心にグアニン塩基をロックする役割を担っているらしい。イン
ヒビターのNOEの解析からグアノシン部分は RNaseT 1 との結合時には syn形をとっていることが判
明した。
二次元NMRならびにNOE差スペクトルの実験から高磁場へシフトしているメチル基は 2 個のIle ，
2 個の Valおよび 1 個の Ala由来で、あった。各種インヒビターを加えた時のこれらメチル基のケミカル
シフト変化から 1 個のIleδ メチル基はリン酸基結合部位近傍に位置し 1 個の Val ， 1 個のIle r メチル
基はグアニン結合部位近傍に存在していると推定された。上述した以外のすべての Val ， Thr ならびに
Alaのメチル基のシグナルも同定することができた。
グアニンの窒素を15Nでラベルした 2'-GMP ， 3'-GMP及び 3'-dGMP を合成し各窒素の RN
aseT 1 との複合体形成への関与について15NNMRを用いて検討した。複合体形成に判うケミカルシフ
ト変化から N 1 , N 7 及び 2 アミノ基の結合への関与が明らかになった。又従来提案されていた N7
位のプロトネーションはおきていないことが判明した。しかしリン酸基の解離状態はインヒビターの種
類によって異なり 2'-GMPでは結合時にジアニオン形になっているが， 3'-GMP , 3'-dGMP 
ではモノアニオン形で結合していた。













現象は認められるが，グアニン残基が 2 つ並んだ時は V側のグアニンが掴えられることも示された。
又，核オーバーハウザー効果の測定から結合したグアノシン残基はどんな場合も syn型をとることも明
らかにされた。 15N NMRからグアニン残基のアミノ基，イミノ基が結合に関与していること 2'-G




以上のように永井広史君の論文はデオキシリボ核酸分解酵素) RNaseT 1 の基質特異性がどのように
して決まるかを溶液中で構造的に調べたものであり，今後本酵素の改変等の場合に有用な情報を与え
ものである。よって理学博士の学位として十分価値あるものと認める。
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